PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
4894PCT 


for fitrthiti* Az-TioTvi See NotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 

I ON Examination Report (Form PCT/IPEA/4 16) j 


International application No. 

PCT/FR00/01612 


International filing date (day/month/year) 
09 June 2000 (09.06.00) 


Priority date (day/month/year) 

11 June 1999(11.06.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K 31/04 


Applicant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE - CNRS 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is. transmitted to the applicant according to Article 36. / 



2. This REPORT consists of a total of 



1 1 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This re P° rt is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement HF ^' 

Certain documents cited 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR00/01612 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
j | the international application as originally filed 

DKI the description: 

pages 1-25 

pages 
pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-8 



, as originally filed 

as amended (together with any statement under Article 19 
, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/9-9/9 



, as originally filed 
filed with the demand 



m , filed with the letter of 



I | the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

filed with the demand 



m , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is- 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 1(b)) 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55 2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



4. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages 

1 1 the claims. Nos. 

the drawings, sheets/fig 



- J 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70. 17). 

'* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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Internationa! application No. 

PCT /FROO/Q 1612 

| III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and indu strial applicability 

L iSTilSK » -oive an inventive step (to be non obvious), or to be 

□ the entire international application. 



claims Nos. j_g 

because: 

J~| the said international application, or the said claims Nos 
relate to the following subject matter which does not 



require an international preliminary examination (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. 
by the description that no meamngtul opinion could be formed. ' ' — are S ° inade q uate| y supported 

no international search report has been established for said claims Nos. 



1-8 



□ the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

□ the computer readabie form has not been furnished or does no. comply with the standard. 
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Supplemental Box . 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufhcient) < _ — 

Continuation of: Box III 

1 Claims 1-8 concern a use/composition defined (inter 

alia) by the following parameters: a compound 
capable of releasing or inducing the release of NO. 
The search has been confined to the compounds 
specifically mentioned in the claims (NO, L- 
arginine) . Furthermore, it is not clear which 
diseases are encompassed by the definition "disease 
resulting from deficiency of an adult gene in a 
person possessing a foetal gene homologous to said 
adult gene". Consequently, the search has been 
confined to the conditions specified in the claims, 
namely, Duchenne and Becker muscular dystrophy, 
thalassanemia and sickle cell disease (see PCT ISA 
210) . 

1.1 The applicant should note that a preliminary 

examination report need not be provided for claims 
or parts of claims relating to inventions for which 
no search report has been established (PCT Rule 
66.1); consequently, Claims 1-8 have only been 
examined in part . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement ^ 



Statement 

Novelty (N) Claims 



YES 



Claims 1^8 NO 

YES 

Inventive step (IS) Claims _ 

Claims 1-8 NO 

Industrial applicability (1A) Claims 1 8 YES 



Claims 



NO 



Citations and explanations 

2 The following documents are referred to: 

Dl WO-A-97/33173 (UNIV CALIFORNIA) 12 September 

1997 (1997-09-12) 
D2 DE-U-297 09 820 (NUTREND S R O) 31 July 1997 

(1997-07-31) 

D3 WO-A-96/02241 (UNIV DUKE; HARVARD COLLEGE (US)) 

1 February 1996 (1996-02-01) 
D4 WO-A-99/01427 (HRABIE JOSEPH A.; KEEFER LARRY K. 

(US); GOVERNMENT OF THE UNITED STATES) 14 
January 1999 (1999-01-14) 
D5 WO-A-98/13358 (BOGDAN CHRISTIAN; SAAVEDRA JOSEPH 

E. (US); JI XINHUA (US); US GOVER) 2 April 1998 
(1998-04-02) 

D6 EP-A-0 870 763 ( ONO PHARMACEUT I CAL CO) 14 

October 1998 (1998-10-14) 
D7 YAMADA, SHUICHI : "Effects of ATP and amino acid 

mixtures on progressive muscular dystrophy", 

SAPPORO IGAKU ZASSHI (1965), 27, 284-97, 

XP002131218 

D8 BREDT D.S.: "Endogenous nitric oxide synthesis: 
Biological functions and pathophysiology", FREE 
RADICAL RESEARCH, (1999), 31/6 (577-596), 
XP002131219 
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D9 HAYCOCK J.W. ET AL . : "Oxidative damage to muscle 
protein in Duchenne muscular dystrophy", 
NEUROREPORT, (1996 DEC 20) 8(1) 357-61, 
XP000879014 

D10 CHAO DANIEL S. ET AL . : "Selective loss of 

sarcolemmal nitric oxide synthase in Becker 
muscular dystrophy", J. EXP. MED. (1996), 
184(2), 609-618, XP000879016 
Dll LAINE, ROMUALD ET AL . : "Neuronal nitric oxide 
synthase isoforms a and u are closely related 
calpain-sensitive proteins", MOL. PHARMACOL. 
(1998), 54(2), 305-312, XP000879162 
D12 DECROUY A. ET AL . : "Mini- and full-length 

dystrophin gene transfer induces the recovery of 
nitric oxide synthase at' the sarcolemma of 
mdx4cv skeletal muscle fibers", GENE THER. 
(1998), 5(1), 59-64, XP000879023 
D13 AZZENA G.B. ET AL . : "Nitric oxide regenerates 
the normal colonic peristaltic activity in mdx 
dystrophic mouse", NEUROSCIENCE LETTERS, (1999 
FEB 12) 261(1-2), 9-12, XP000879028 
D14 THOMAS G.D. ET AL . : "Impaired metabolic 

modulation of a-adrenergic vasoconstriction in 
dystrophin-def icient skeletal muscle", 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES 
OF THE UNITED STATES OF AMERICA, (1998) 95/25 
(15090-15095) , XP002131220 
D15 CHAUBOURT E. ET AL . : "Nitric oxide and L- 

arginine cause an accumulation of utrophin at 
the sarcolemma: A possible compensation for 
dystrophin loss in Duchenne muscular dystrophy", 
NEUROBIOLOGY OF DISEASE, (1999) 6/6 (499-507), 
XP002131221 

D16 WO-A-97/25984 (SCHERING AG; UNIV. TEXAS (US)) 24 
July 1997 (1997-07-24) 
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D17 WAUGH WILLIAM H. ET AL . : "Evidence that L- 
arginine is a key amino acid in sickle cell 
anemia - a preliminary report", NUTR. RES. 
(N.Y.) (1999), 19(4), 501-518, XP000972387 

D18 SCHECHTER A.N.: "NO Therapy", JOURNAL OF 

CLINICAL INVESTIGATION, (1997) 100/5 (955-956), 
XP001028163 

D19 HEAD C. ALVIN ET AL . : "Low concentrations of 

nitric oxide increase oxygen affinity of sickle 
erythrocytes in vitro and in vivo", J. CLIN. 
INVEST. (1997), 100(5), 1193-1198, XP001028165 

D20 PERRINE S.P. ET AL . : "BUTYRATE- INDUCED 

REACTIVATION OF THE FETAL GLOBIN GENES: A 
MOLECULAR TREATMENT FOR THE HEMOGLOBINOPATHIES", 
EXPERIENTIA, BIRKHAUSER VERLAG . , BASEL, CH, Vol. 
49, N° 2, 15 February 1993 (1993-02-15), pages 
133-137, XP000564590, ISSN: 0014-4754 

D21 WO-A-95/28377 (ABBOTT LAB) 26 October 1995 
(1995-10-26) 

D22 US-A-5 885 621 (HEAD C. ALVIN ET AL . ) 23 March 

1999 (1999-03-23) 
D23 PACELLI R. ET AL . : "Hydroxyurea reacts with heme 

proteins to generate nitric oxide [6]", LANCET, 

(1996) 347/9005 (900), XP001028057 
D24 MORRIS C. ET AL . : "Effects of L-arginine therapy 

on nitric oxide production in patients with 

sickle cell disease", BLOOD, (NOV. 15 1998) VOL. 

92, NO. 10, SUPPL. 1, PART 1-2, PP. 695A. 

MEETING INFO.: 40TH ANNUAL MEETING OF THE 

AMERICAN SOCIETY OF HEMATOLOGY, MIAMI BEACH, 

FLORIDA, USA, DECEMBER 4-8, 1998, THE AMERICAN 

SOCIETY OF HEMATOLOGY, XP001028060 
D25 ENWONWU CO.: "Increased metabolic demand for 

arginine in sickle cell anemia", MED. SCI. RES. 
(1989), 17(23), 997-8, XP001028048 
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D26 SHER G.D. ET AL . : "Extended therapy with 

intravenous arginine butyrate in patients with 
p-hemaglobinopathies", NEW ENGLAND JOURNAL OF 
MEDICINE, (1995) 332/24 (1606-1610), XP001028051 

D27 MORRIS CLAUDIA R. (1) ET AL . : "L-arginine 

therapy paradoxically decreases nitric oxide 
production in patients with sickle cell 
disease" , PEDIATRIC RESEARCH, (APRIL 1999) VOL. 
45, NO. 4 PART 2, PP. 150A. MEETING INFO.: 
ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN PEDIATRIC SOCIETY 
AND THE SOCIETY FOR PEDIATRIC RESEARCH, SAN 
FRANCISCO, CALIFORNIA, USA, MAY 1-4 1999, 
XP001028052 

D28 ATZ A.M. ET AL . : "Inhaled nitric oxide in sickle 
cell disease with acute chest syndrome", 
ANESTHESIOLOGY, (1997 OCT) 87(4) 988-90, 
XP001028046 . 



NOVELTY - PCT Article 33(1) and (2) 

3 Claims 1-8 are not novel in the light of the prior art 

documents cited in the search report. 

3.1 Dl (page 1, lines 7-23; page 2, line 2, to page 5, 
line 15; page 7, lines 15-22; page 11, line 32, to 
page 13, line 20; page 27, line 12, to page 29, line 
13) : NO for treating muscular dystrophy (Duchenne, 
Becker) by restoring a functional molecule of 
dystrophin (gene therapy) . 

Claims 1-5 and 7-8 are therefore not novel. 

3.2 D2 (page 1, line 28, to page 2, line 17; Example 1; 
page 4, lines 19-29) : L-arginine for treating muscular 
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dystrophy . 

Claims 1-5 and 7-8 are therefore not novel. 

3.3 D3 (Example 4; page 3, paragraph 2; Claims 10 and 30- 
32; page 5, paragraph 2; page 9, paragraph 3, to page 
10, paragraph 1; page 14, paragraph 3, to page 15, 
paragraph 1) : exogenous NO-providing compounds (and 
likewise NO) reduce muscular contraction; NOS- 
inhibitors (arginine analogues) for the treatment of 
muscular dystrophy. 

Claims 1-5 and 7-8 are therefore not novel. 

3.4 D4 (page 27, line 34, to page 43, line 8): amidines 
(compounds capable of releasing NO) for the treatment 
of diseases (e.g. genetic diseases) which can be 
treated using NO. 

Claims 1-3 and 8 are therefore not novel. 

3.5 D5 (page 1, lines 16-29; page 42, line 34, to page 43, 
line 8) : diazenium diolates (compounds capable of 
releasing NO) for the treatment of diseases (e.g. 
genetic diseases) which can be treated using NO. 

Claims 1-3 and 8 are therefore not novel. 

3.6 D6 (page 14, lines 1-15): NOS- inhibitor s (e.g. L- 
arginine and analogues) for the treatment and/or 
prevention of diseases induced by NOS, such as 
muscular dystrophy. 

Claims 1-3, 5 and 7-8 are therefore not novel. 
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3.7 D7 (abstract): arginine for the treatment of muscular 
dystrophy. 

Claims 1-5 and 7-8 are therefore not novel. 

3.8 D9 (abstract; page 357, column 2, paragraph 2, to page 
358, column 1, paragraph 2; page 361, column 1, 
paragraph 2, to page 3 62, column 2, paragraph 2 ) : NO 
and NO-providers (e.g. L-arginine) have a role in 
protecting against the effects of free radicals 
contributing to Duchenne muscular dystrophy. 

Claims 1-5 and 7-8 are therefore not novel. 

3.9 D13 (abstract; page 9, column 1, paragraph 1, to page 
12, column 1 paragraph 1): L-arginine regenerates the 
motor pattern in mdx dystrophic mice (Duchenne 
muscular dystrophy model), which indicates that the 
anomalies in the mdx mice are due to endogenous 
changes of NO (absence of dystrophin) . 

Claims 1-5 and 7-8 are therefore not novel. 

3.10 D14 (abstract; page 15091, column 1, paragraph 3; page 
15091, column 2, paragraph 2, to page 15092, column 2, 
paragraph 1; Figure 1; page 15094, column 1, paragraph 
2, to column 2, paragraph 1; page 15095, column 1, 
paragraphs 3-4) : mdx dystrophic mice (Duchenne 
muscular dystrophy model); role of NO and of NOS . 

Claims 1-3, 5 and 7-8 are therefore not novel. 

3.11 D16: NOS substrates (e.g. L-arginine), NOS-providers 
for the treatment and prevention of urinary 
incontinence . 
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Claims 1-3 and 8 are therefore not novel. 

3.12 D17: L-arginine for the treatment of falciform anemia 
(drepanocytosis ) . 

Claims 1-4 and 6-8 are therefore not novel. 

3.13 D18: NO and NO-providing compounds such as L-arginine 
for the treatment of falciform anemia 
(drepanocytosis) . 

Claims 1-4 and 6-8 are therefore not novel. 

3.14 D19 (abstract): NO for the treatment of falciform 
anemia (drepanocytosis) . 

Claims 1-3 and 6-8 are therefore not novel. 

3.15 D20 (abstract): butyric acid and butyric derivatives 
(arginine butyrate) for inducing the production of 
foetal hemoglobin (treatment of thalassanemia) . 

Claims 1-3 and 6-8 are therefore not novel. 

3.16 D21 (page 6, line 20, to page 7, line 2): NOS- 
regulators for the treatment of falciform anemia 
(drepanocytosis), for example. 

Claims 1-3 and 6-8 are therefore not novel. 

3.17 D22 (column 2, line 35, to column 6, line 40; Claims 
1-52): NO or NO-releasing compounds for the treatment 
of hemoglobinopathies (including thalassanemia, for 
example) . 
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Claims 1-3 and 6-8 are therefore not novel. 

3.18 D23 (abstract): hydroxyurea for the treatment of 
falciform anemia (drepanocytosis ) . 

Claims 1-3 and 6-8 are therefore not novel. 

3.19 D24 (abstract): L-arginine / NO for the treatment of 
falciform anemia (drepanocytosis) . 

Claims 1-4 and 6-8 are therefore not novel. 

3.20 D25: falciform anemia (drepanocytosis) characterised 
by L-arginine deficiency. 

3.21 D26 (abstract): intravenous injection of arginine 
(arginine butyrate) for the treatment of thalassanemia 
and drepanocytosis . 

Claims 1-3 and 6-8 are therefore not novel. 

3.22 D27 (abstract): administration of L-arginine to 
patients suffering from drepanocytosis. 

Claims 1-4 and 6-8 are therefore not novel. 

3.23 D28: beneficial effect of NO on patients suffering 
from drepanocytosis. 

Claims 1-3 and 6-8 are therefore not novel. 
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INVENTIVE STEP - PCT Article 33(1) and (3) 



4 Claims 1-8, which are not novel, cannot be considered 

to involve an inventive step. 

4.1 The use of NO, or L-arginine, or other NO-providers, 

or compounds capable of releasing NO for the treatment 
of the diseases specified in Claim 7 of the present 
application is known and/or anticipated by the 
documents cited in the search report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



TRAITE DE^pOPERATION EN MATIERE^ BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

4894 PCT 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande international e n° 
PCT/FR00/01612 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
09/06/2000 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
11/06/1999 



Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et 
A61K31/04 



Deposant 

CENTRE NATIO NAL DE LA RECHERCHE... et al. _ 

1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen prelii 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 1f feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
radministration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I IS Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 
□ Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



II 


□ 


ill 


IS 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 



27/12/2000 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Date d'achevement du present rapport 
07.11.2001 



Fonctionnaire autorise 
Fayos, C 

N° de telephone +49 89 2399 2180 




Formulaire PCT/lPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



4 



RAPPORT D EXAMEN ^ 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande Internationale n° PCT/FR00/01 61 2 



I. Base du rapport 

1 En ce qui concerne les elements de la demande Internationale {les feuifles de remplacement qui ont ete remises 
' a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a ('article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne conttennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)) : 

Description, pages: 

1-25 version initiale 



Revendications, N°: 

1 -8 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/9-9/9 version initiale 



2 En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
" lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a ete deposee, sauf indication contraire 

donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3 En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

" internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du hstage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a Tadministration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



5 □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de ('expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 



111. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility duplication 
industrielle 

Question de savoir si I'objet de ['invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible ^application industrielle n'a pas ete examinee pour ce qui concerne : 
□ I'ensemble de la demande internationale. 



1. La< 



K les revendications n os 1-8 all partially. 



parce que 



n la demande internationale, ou les revendications n os en question, se rapportent a I'objet suivant, a I'egard 
duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (preciser) : 

□ la description les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci-dessous), ou les revendications 
n- en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(preciser) : 



□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

El il n'a pas ete etabli de rapport de recherche internationale pour les revendications n os 1 -8 all partially en 
question. 

2 Le listaqe des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme a la norme prevue dans 
" I'annexe C des instructions administrative^ de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significatif: 

□ le listage presente par ecrit n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme a la norme. 
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□ le listage sous forme declarable par ordinateur n'a pas ete fourni ou n'est pas conforme a la norme. 



V Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
duplication industrielle; citations et explications a lappui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications - 

Non : Revendications 1-8 

Activite inventive Oui : Revendications - 

Non : Revendications 1 -8 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1 -8 

Non : Revendications - 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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Concernant le point III 

Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility d application industrielle 

1 - Les revendications 1-8 on trait a une utilisation / composition definie (entre autres) 
au moyen des parametres suivants: un compose capable de liberer ou d'induire la 
liberation de NO. La recherche a ete limitee aux composes specifiquement 
mentionnes dans les revendications (NO, L-arginine). De plus, il n'est pas clair 
quelles maladies il faut entendre par la definition "maladie resultant de la deficience 
d'un gene adulte chez un individu possedant un gene foetal homologue audit gene 
adulte". Par consequent, la recherche a ete limitee aux affections specifies dans les 
revendications, c'est a dire la dystrophie musculaire de Duchenne et de Becker, la 
thalassemie et la drepanocytose (voir PCT ISA 210). 

1 .1- L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, ou des parties 
des revendications ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de 
recherche n'a ete etabli ne peuvent faire obligatoirement I'objet d'un rapport 
preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT), done les revendications 1-8 ont ete 
examinees partiellement. 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibility duplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

2- II est fait reference aux documents suivants: 

D1 WO 97 33173 A (UNIV CALIFORNIA) 12 septembre 1997 (1997-09-12) 

D2 DE 297 09 820 U (NUTREND S R O) 31 juillet 1 997 (1 997-07-31 ) 

D3 WO 96 02241 A (UNIV DUKE ; HARVARD COLLEGE (US)) 1 fevrier 1 996 (1 996-02- 

01) 

D4 WO 99 01427 A (HRABIE JOSEPH A ;KEEFER LARRY K (US); GOVERNMENT OF 

THE UNITED STA) 14 janvier 1999 (1999-01-14) 
D5 WO 98 1 3358 A (BOGDAN CHRISTIAN ;SAAVEDRA JOSEPH E (US); Jl XINHUA 
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(US); US GOVER) 2 avril 1998 (1998-04-02) 
D6 EP-A-0 870 763 (ONO PHARMACEUTICAL CO) 14 octobre 1998 (1998-10-14) 
D7 YAMADA, SHUICHI: 'Effects of ATP and amino acid mixtures on progressive 

muscular dystrophy' SAPPORO IGAKU ZASSHI (1965), 27, 284-97, XP002131218 
D8 BREDT D.S.: 'Endogenous nitric oxide synthesis: Biological functions and 

pathophysiology.' FREE RADICAL RESEARCH, (1999) 31/6 (577-596)., 

XP002131219 

D9 HAYCOCK J W ET AL: 'Oxidative damage to muscle protein in Duchenne muscular 

dystrophy.' NEUROREPORT, (1996 DEC 20) 8 (1) 357-61., XP000879014 
D10 CHAO, DANIEL S. ET AL: 'Selective loss of sarcolemmal nitric oxide synthase in 

Becker muscular dystrophy' J. EXP. MED. (1996), 184(2), 609-618, XP000879016 
D1 1 LAINE, ROMUALD ET AL: 'Neuronal nitric oxide synthase isoforms.alpha. and.mu. 

are closely related calpain-sensitive proteins' MOL. PHARMACOL. (1998), 54(2), 

305-312, XP000879162 
D12 DECRORY, A. ET AL: 'Mini- and full-length dystrophin gene transfer induces the 

recovery of nitric oxide synthase at the sarcolemma of mdx4cv skeletal muscle fibers' 

GENE THER. (1998), 5(1), 59-64, XP000879023 
D13 AZZENA G B ET AL: 'Nitric oxide regenerates the normal colonic peristaltic activity 

in mdx dystrophic mouse.' NEUROSCIENCE LETTERS, (1999 FEB 12) 261 (1-2)9- 

12., XP000879028 

D14 THOMAS G.D. ET AL: 'Impaired metabolic modulation of.alpha.-adrenergic 
vasoconstriction in dystrophin -deficient skeletal muscle.' PROCEEDINGS OF THE 
NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA, 
(1998) 95/25 (15090-15095)., XP002131220 

D15 CHAUBOURT E. ET AL: 'Nitric oxide and L-arginine cause an accumulation of 
utrophin at the sarcolemma: A possible compensation for dystrophin loss in 
Duchenne muscular dystrophy.' NEUROBIOLOGY OF DISEASE, (1999) 6/6 (499- 
507)., XP002131221 

D16 WO 97 25984 A (SCHERING AG ;UNIV TEXAS (US)) 24 juillet 1997 (1997-07-24) 
D17 WAUGH, WILLIAM H. ET AL: 'Evidence that L-arginine is a key amino acid in sickle 

cell anemia - a preliminary report' NUTR. RES. (N. Y.) (1999), 19(4), 501-518 , 

XP000972387 

D18 SCHECHTER A.N.: 'NO Therapy.' JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION, 

(1997) 100/5 (955-956). , XP001028163 
D19 HEAD, C. ALVIN ET AL: 'Low concentrations of nitric oxide increase oxygen affinity 



Formulaire PCT/Feuille s6paree/409 (feullle 2) (OEB-avril 1997) 



# 



RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR00/01612 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

of sickle erythrocytes in vitro and in vivo 1 J. CLIN. INVEST. ( 1997 ), 100(5), 1 193- 
1198, XP001028165 
D20 PERRINE S P ET AL: 'BUTYRATE-INDUCED REACTIVATION OF THE FETAL 
GLOBIN GENES: A MOLECULAR TREATMENT FOR THE - 
HEMOGLOBINOPATHIES' EXPERIENTIA, BIRKHAUSER VERLAG. BASEL, CH, 
vol. 49, no. 2, 15 fevrier 1993 (1993-02-15), pages 133-137, XP000564590 ISSN: 
0014-4754 

D21 WO 95 28377 A (ABBOTT LAB) 26 octobre 1995 (1995-10-26) 

D22 US-A-5 885 621 (HEAD C ALVIN ET AL) 23 mars 1999 (1999-03-23) 

D23 PACELLI R. ET AL: 'Hydroxyurea reacts with heme proteins to generate nitric oxide 

[6].' LANCET, (1996) 347/9005 (900). , XP001 028057 
D24 MORRIS, C. ET AL: 'Effects of L-arginine therapy on nitric oxide production in 
patients with sickle cell disease.' BLOOD, (NOV. 15,1 998) VOL. 92, NO. 1 0 SUPPL. 
1 PART 1-2, PP. 695A. MEETING INFO.: 40TH ANNUAL MEETING OF THE 
AMERICAN SOCIETY OF HEMATOLOGY MIAMI BEACH, FLORIDA, USA 
DECEMBER 4-8, 1998 THE AMERICAN SOCIETY OF HEAMATOLOGY. , 
XP001 028060 

D25 ENWONWU, C. O.: 'Increased metabolic demand for arginine in sickle cell anemia' 
MED. SCI. RES. (1989), 17(23), 997-8 , XP001 028048 

D26 SHER G.D. ET AL: 'Extended therapy with intravenous arginine butyrate in patients 
with.beta.- hemoglobinopathies.' NEW ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE, (1995) 
332/24 (1606-1610). , XP001 028051 

D27 MORRIS, CLAUDIA R. (1) ET AL: 'L-arginine therapy paradoxically decreases nitric 
oxide production in patients with sickle cell disease.' PEDIATRIC RESEARCH, 
(APRIL, 1999) VOL. 45, NO. 4 PART 2, PP. 150A. MEETING INFO.: ANNUAL 
MEETING OF THE AMERICAN PEDIATRIC SOCIETY AND THE SOCIETY FOR 
PEDIATRIC RESEARCH SAN FRANCISCO, CALIFORNIA, USA MAY 1-4, 1999 , 
XP001 028052 

D28 ATZ A M ET AL: 'Inhaled nitric oxide in sickle cell disease with acute chest 
syndrome.' ANESTHESIOLOGY, (1997 OCT) 87 (4) 988-90. , XP001 028046 
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NOUVEAUTE - Art. 33 (1) et (2) PCT 

3- Les revendications 1-8 ne sont pas nouvelles au vu des documents de I'art 
anterieur cites dans le rapport de recherche. 

3.1- D1 (p1 lignes 7-23, p 2 ligne 2 - p 5 ligne 15, p 7 lignes 15-22, p 1 1 ligne 32 - p 13 
ligne 20, p 27 ligne 12 - p 29 ligne 13): NO pour le traitement de dystrophies 
musculaires (Duchenne, Becker), par la restauration d'une molecule fonctionnelle de 
dystrophine (therapie genique). 

Les revendications 1 -5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.2- D2 (p 1 ligne 28 - p 2 ligne 17, exemple 1, p 4 lignes 19-29): L-arginine pour le 
traitement de dystrophies musculaires. 

Les revendications 1-5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.3- D3 (exemple 4, p 3 § 2, revendications 1 0 et 30-32, p5§2,p9§3-p10§1,p14 
§ 3 - p 15 § 1): composes exogenes donneurs de NO (de meme que NO) diminuent 
la contraction musculaire; inhibiteurs (analogues de I'arginine) de la NOS pour le 
traitement de dystrophies musculaires. 

Les revendications 1-5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.4- D4 (p 27 ligne 34 - p 43 ligne 8): amidines (composes capables de liberer NO) pour 
traiter des maladies (e. g. genetiques) susceptibles d'etre traitees par NO. 

Les revendications 1-3 et 8 ne sont done pas nouvelles. 

3.5- D5 (p 1 lignes 16-29, p 42 ligne 34 - p 43 ligne 8): diazeniumdiolates (composes 
capables de liberer NO) pour traiter des maladies (e. g. genetiques) susceptibles 
d'etre traitees par NO. 

Les revendications 1-3 et 8 ne sont done pas nouvelles. 
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3.6- D6 (p 14 lignes 1-15): inhibiteurs de la NOS (e. g. L-arginine et analogues) pour le 
traitement et / ou la prevention de maladies induites par la NOS comme par exemple 
la dystrophie musculaire. 

Les revendications 1-3, 5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.7- D7 (abrege): arginine pour le traitement de la dystrophie musculaire. 
Les revendications 1-5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.8- D9 (abrege, p 357 c 2 § 2 - p 358 c 1 § 2, p 361 c 1 § 2 - p 362 c 2 § 2): NO et 
donneurs de NO (e. g. L-arginine) ont un role protecteur contre les effets des 
radicaux libres qui contribuent a la dystrophie musculaire de Duchenne. 

Les revendications 1-5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.9- D13 (abrege, p9c1§1-p12c1§1): L-arginine regenere le patron moteur dans 
la souris dystrophique mdx (modele de la dystrophie musculaire de Duchenne), ce 
qui indique que les anomalies des souries mdx sont dues a des changements 
endogenes de NO (absence de dystrophine). 

Les revendications 1-5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.10- D14 (abrege, p 15091 c 1 § 3, p 15091 c 2 § 2 - p 15092 c2 § 1, figure 1, p 
15094 c 1 § 2 - c 2 § 1 , p 15095 c 1 § 3-4): souris dystrophique mdx (modele 
de la dystrophie musculaire de Duchenne); role de NO, et de NOS. 

Les revendications 1-3, 5 et 7-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.1 1- D16: substrats de NOS (e. g. L-arginine), donneurs de NOS pour le traitement 
et la prevention de I'incontinence urinaire. 

Les revendications 1-3 et 8 ne sont done pas nouvelles. 
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3.12- D17: L-arginine pour le traitement de I'anemie falciforme (drepanocytose). 
Les revendications 1-4 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.13- D18: NO et composes donneurs de NO comme la L-arginine pour le traitement 
de I'anemie falciforme (drepanocytose). 

Les revendications 1-4 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.14- D19 (abrege): NO pour le traitement de I'anemie falciforme (drepanocytose). 
Les revendications 1-3 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.15- D20 (abrege): acide butyrique et derives butyriques (arginine butyrate) pour 
induire la production d'hemoglobine foetale (traitement de la thalassemie) 

Les revendications 1-3 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.16- D21 (p 6 ligne 20 - p 7 ligne 2): regulateurs de la NOS pour le traitement de e. 
g. I'anemie falciforme (drepanocytose). 

Les revendications 1 -3 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.17- D22 (c 2 ligne 35 - c 6 ligne 40, revendications 1-52): NO ou composes 
liberateurs de NO pour le traitement d'hemoglobinopathies (dont e. g. la 
thalassemie). 

Les revendications 1-3 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.18- D23 (abrege): hydroxyuree pour le traitement de I'anemie falciforme 
(drepanocytose)). 

Les revendications 1-3 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 
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3.19- D24 (abrege): L-arginine / NO pour le traitement de I'anemie falciforme 
(drepanocytose). 

Les revendications 1-4 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.20- D25: anemie falciforme (drepanocytose) caracterisee par une deficience en L- 
arginine. 

3.21- D26 (abrege): injection intraveineuse d'arginine (arginine butyrate) pour le 
traitement de la thalassemie et la drepanocytose. 

Les revendications 1-3 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.22- D27 (abrege): administration de L-arginine a des sujets atteints de 
drepanocytose. 

Les revendications 1-4 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

3.23- D28: effet benefique du NO sur des patients atteints de drepanocytose. 
Les revendications 1-3 et 6-8 ne sont done pas nouvelles. 

ACTIVITE INVENTIVE - Art. 33 (1) et (3) PCT 

4- Les revendications 1-8 qui ne sont pas nouvelles, ne peuvent pas etre 
considerees comme presentant une activite inventive. 

4.1- Utilisation de NO ou de L-arginine ou d'autres donneurs de NO ou de composes 
capables de liberer du NO pour le traitement des maladies specifiees dans la 
revendication 7 de la presente demande sont connues et / ou anticipees dans les 
documents cites dans le rapport de recherche. 
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EXPERIENTIA, BIRKHAUSER VERLAG. BASEL, CH, 
vol. 49, no. 2, 

15 fevrier 1993 (1993-02-15), pages 
133-137, XP000564590 
ISSN: 0014-4754 
abrege 


1-8 


X 


WO 95 28377 A (ABBOTT LAB) 
26 octobre 1995 (1995-10-26) 
abrege 

page 6, ligne 20 -page 7, ligne 2 

-/— 


1-8 
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RAPPORT DEF ^HERCHE INTERNATIONALE p— 



Den . *e I nternatio nale N o 

PCT/FR 00/01612 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie \ Identification des documents cites, avecle cas echeant, Hndicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



US 5 885 621 A (HEAD C ALVIN ET AL) 

23 mars 1999 (1999-03-23) 

abrege 

colonne 2, ligne 35 -colonne 6, ligne 40; 
revendications 1-52 

PACELLI R. ET AL: "Hydroxyurea reacts 
with heme proteins to generate nitric 
oxide '6!. n 

LANCET, (1996) 347/9005 (900). , 

XP001028057 
abrege 

MORRIS, C. ET AL: "Effects of L-arginine 
therapy on nitric oxide production in 
patients with sickle cell disease." 
BLOOD, (NOV. 15, 1998) VOL. 92, NO. 10 
SUPPL. 1 PART 1-2, PP. 695A. MEETING 
INFO.: 40TH ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 
SOCIETY OF HEMATOLOGY MIAMI BEACH, 
FLORIDA, USA DECEMBER 4-8, 1998 THE 
AMERICAN SOCIETY OF HEAMAT0L0GY. , 

XP001028060 
abrege 

ENWONWU, C. 0.: "Increased metabolic 
demand for arginine in sickle cell anemia" 
MED. SCI. RES. (1989), 17(23), 997-8 , 

XP001028048 
le document en entier 

SHER G.D. ET AL: "Extended therapy with 
intravenous arginine butyrate in patients 
with. beta.- hemoglobinopathies . " 
NEW ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE, (1995) 
332/24 (1606-1610). , 

XP001028051 
abrege 

MORRIS, CLAUDIA R. (1) ET AL: "L-arginine 
therapy paradoxically decreases nitric 
oxide production in patients with sickle 
cell disease." 

PEDIATRIC RESEARCH, (APRIL, 1999) VOL. 45, 
NO. 4 PART 2, PP. 150A. MEETING INFO. : 
ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN PEDIATRIC 
SOCIETY AND THE SOCIETY FOR PEDIATRIC 
RESEARCH SAN FRANCISCO, CALIFORNIA, USA 
MAY 1-4, 1999 , 

XP001028052 
abrege 

-/- 
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RAPPORT DE F ^HERCHE INTERNATIONALE 



Der. Je Internationale No 

PCT/FR 00/01612 



C. (suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avecje cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendicattons visees 



ATZ A M ET AL: "Inhaled nitric oxide in 
sickle cell disease with acute chest 
syndrome . " 

ANESTHESIOLOGY, (1997 OCT) 87 (4) 988-90. 

XP0O1O28046 
le document en entier 
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Demande Internationale No. PCT^R 00 £1612 



SUITE DES RENSEI GNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendlcations 1-8 presentes ont trait a une utilisation/composition 

defini (entre autres) 

au moyen des parametres suivants: 

PI- un compose capable de liberer ou d'induire la liberation de NO. 
L' utilisation de ces parametres est consideree dans le Present 
contexte comme menant a un manque de clarte. II est impossible de 
comparer' leHarametres que le deposant a choisi d'utlliser avec ce qui 
est revel e dans l'etat de la technique. Le manque de clarte qui en 
decoule est tel q'une recherche significative complete est J m P? ss ^le 
Par consequent, la recherche a ete 11 mi tee aux composes specif iquement 
mentionnes dans les revendications. 

De Dlus il n'est pas clair quelles maladies 11 faut endendre par la 
definition "maladie resultant de la deficience d'un gene adulte chez un 
individu possedant un gene foetal homologue audit gene adulte . Par 
consequent, la recherche a ete limitee aux affections specif lees dans les 
"vindications c'est a dire la dystrophie musculaire de Duchenne et de 
Becker, la thalassemie et la drepanocytose. 

L' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuyent faire 
obligatoirement l'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66 1(e) 
PCT) Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1 OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
i?«lSlna1re sur un sujet n'ayant pas fait l'objet d '^ A re ^^^? ca ^ 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les ^vesications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



RAPPORT DE F ~HERCHE INTERNATIONALE 

Re r»s eigne merits relatifs aux mem fares de families de brevets 



De. 



Je Internationale No 



PCT/FR 00/01612 



Document brevet cite 


Date de 




Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 




famille de brevet(s) 


publication 


WO 9733173 A 


12-09-1997 


AU 


2208097 A 


22-09-1997 






WO 


9733173 Al 


12-09-1997 


DE 29709820 U 


31-07-1997 


DE 


29709820 Ul 


31-07-1997 






PL 


JLU4 I C Ml 


00_1 0_1 QQ7 

C.L.— 1£— iyy / 


W0 9602241 A 


01-02-1996 


US 


5583101 A 


10-12-1996 






AU 


3008395 A 


16-02-1996 






CA 


2194991 Al 


01-02-1996 






JP 


10511075 T 


27-10-1998 










ui— u^— lyyo 






US 


5545614 A 


13-08-1996 


W0 9901427 A 


14-01-1999 


AU 


726861 B2 




23-11-2000 






AU 


8281598 A 


25-01-1999 






FP 

u r 


iUUUULJ Hi 


i 7_nc_ ot\nr\ 

1 /-UD— C.KJUU 






WO 


9901427 A2 


14-01-1999 






us 


6232336 Bl 


15-05-2001 


WO 9813358 A 


02-04-1998 


AU 


733590 B2 


17-05-2001 






AU 


4595797 A 


17-04-1998 






EP 


0929538 Al 


21-07-1999 






WO 


9813358 Al 


02-04-1998 


EP 0870763 A 


14-10-1998 


AU 


6077798 A 


15-10-1998 






CA 


2234571 Al 


10-10-1998 






CN 


1202486 A 


23-12-1998 






EP 


0870763 Al 


14-10-1998 






Ml 1 
nu 




co— ui— lyyy 






JP 


3060214 B2 


10-07-2000 






JP 


11171866 A 


29-06-1999 






NO 


981658 A 


12-10-1998 






TW 


427979 B 


01-04-2001 






US 


6110930 A 


29-08-2000 






US 


6228866 Bl 


08-05-2001 






ZA 


9803009 A 


22-10-1998 


WO 9725984 A 


24-07-1997 


US 


5789442 A 


04-08-1998 






AU 


721998 B2 


20-07-2000 






AU 


1703197 A 


11-08-1997 






BR 


9707026 A 


20-07-1999 






CN 


1208346 A 


17-02-1999 






CZ 


9802243 A3 


17-03-1999 






C. I 


Uo/*+0£/ MI 


f\A 11 1 QQO 






JP 


11512748 T 


02-11-1999 






IMU 




i/— uy— lyyu 






PL 


327823 Al 


04-01-1999 






SK 


91798 A3 


10-12-1999 






WO 


9725984 Al 


24-07-1997 






US 


6028106 A 


22-02-2000 






ZA 


9700458 A 


14-07-1998 


WO 9528377 A 


26-10-1995 


WO 


9528377 Al 


26-10-1995 


US 5885621 A 


23-03-1999 


AU 


720686 B2 


08-06-2000 






AU 


2440397 A 


29-10-1997 






BR 


9708601 A 


03-08-1999 






CA 


2251530 Al 


16-10-1997 
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RAPPORT DE F ^HERCHE INTERNATIONALE 



Renseignements nHattts aux membres de famines de brevets 



Den. ie Internationale No 

PCT/FR 00/01612 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famine de brevet(s) 



Date de 
publication 



US 5885621 



CN 1227485 A 

EP 0914103 Al 

JP 2000510448 T 

W0 9737644 Al 



01-09-1999 
12-05-1999 

15- 08-2000 

16- 10-1997 



Foimulaire PCT/ISA/210 (annme families de orevets) (juillet 1992) 
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TRAITE DE COOPERATION! EN MATIERE DE^REVETS 



PCT/FR00/01612 



Expediteur: le BUREAU <NTER NATIONAL 



PCT 



AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1 .c), premiere phrase, du PCT) 



Destinataire: 

BREESE, Pierre 
Breesse-Majerowicz 
3, avenue de I'Opera 
F-75001 Paris 
FRANCE 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
21 decembre 2000 (21.12.00) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
4894PCT 


AVIS IMPORTANT 


Demande internationale no 

PCT/FR00/01612 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
09 juin 2000 (09.06.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
11 juin 1999 (11.06.99) 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE - CNRS etc 



1 . I! est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit I'article 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 

AG,AU,DZ,KP,KR,MZ,US 

Conformement a la regie 47.1.c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a ['office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

AE,AL,AM,AP,AT,AZ,BA,BB,BG3R,BY,CA,C^ 

GE^GH^M.HR^HUJDJLJNJSJ^KE^CKZ^LCLK^R^LS^T^LU^LV^M^MD^MCMK^MN^W.MX, 

NO f NZ,OA,PL / PT / RO / RU / SD / SE / SG / SI / SK / SLTJ,TM JR,TT,TZ,UA ,UG,UZ ,VN YU,ZA,ZW 
La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
21 decembre 2000 (21.12.00) sous le numero WO 00/76451 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
I'administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant r expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 





Fonctionnaire autorise 




Bureau international de I'OMPI 






34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 




121 1 Geneve 20, Suisse 






no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/308 (juillet 1996) 




3722798 



PCT/FROO/Olbli! 

TRAITE DE OPERATION EN MATIERE L BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United ^tate<* Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedttion (jour/mois/annee) 
21 fevrier2001 (21.02.01) 




Demande intemationale no 
PCT/FR00/01612 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
4894PCT 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

09juin2000 (09.06.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
11 juin 1999(11.06.99) 


Deposant 

ISRAEL, Maurice etc 



1. L'office designe est a vise de son election qui a ete faite: 

| X| dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

27 d6cembre 2000 (27.12.00) 



| | dans une declaration visant une Election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection [Xj a ete faite 

| | n'a pas et6 faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de I'OMPI 


34, chemin des Colombettes 


Antonia Muller 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) FR0001612 



TRWT S # PCT 

yj. RAPPORT OE RE t44auPCT ) . 



cRPCHERCRE'NPEW"^ 

RAPPORP OE RE 43et44(U pCT __--r3SS==^ 
1 9 09^2000___ J " " 

ftin*^_Z^ ^ — 

D^posart cMFNTlFlQUE ---^^^^^ 

r FNTRE HtflOH^J!^^ ~ de , a reche r<*e interne, 

ioosantcontormemem feullles . 



E ■ ..„, a ^*»r"*"^ 



2. 
3. 



□ 

Q Uy a absence a 



# 




Demande internationale No. PCT/f R 00 01612 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendications 1-8 presentes ont trait a une utilisation/composition 

defini (entre autres) 

au moyen des parametres suivants: 

PI: un compose capable de liberer ou d'induire la liberation de NO. 
[.'utilisation de ces parametres est consideree , dans le present 
contexte, comme menant a un manque de clarte. II est impossible de 
comparer les parametres que le deposant a choisi d'utiliser avec ce qui 
est revele dans l'etat de la technique. Le manque de clarte qui en 
decoule est tel q'une recherche significative complete est impossible. 
Par consequent, la recherche a ete limitee aux composes specif iquement 
mentionnes dans les revendications. 

De plus, il n'est pas clair quelles maladies il faut endendre par la 
definition "maladie resultant de la deficience d'un gene adulte chez un 
individu possedant un gene foetal homologue audit gene adulte". Par 
consequent, la recherche a ete limitee aux affections specifiees dans les 
revendications c'est a dire la dystrophie musculaire de Duchenne et de 
Becker, la thalassemie et la drepanocytose. 

Inattention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par l'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de l'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait l'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



i 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande interna tionale n° 

PCT/FR 00/01612 



Cadre III TEXTE DE L'ABREGE (suite du point 5 de la premiere feuille) 



La presente invention concerne 1 ' utilisation de 
NO, d'un compose donneur de NO ou d'un compose capable de 
liberer, de favoriser ou d'induire la formation de NO dans 
les cellules pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement ou a la prevention d'une maladie resultant de la 
deficience d'un gene adulte chez un individu par la re- 
expression dudit gene £oetale homologue. La presente 
invention concerne tout particulierement le traitement des 
dystrophies musculaires, comme la dystrophie musculaire de 
Duchenne ou de Becker, ou la thalassemxe ou la 
drepanocytose . notamment par 1 1 orginine 



Formulaire PCT/1SA/210 (suite de la premiere feuille (2)) (Juillet 1998) 



# 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 

: '-&mR 00/01612 



MtT^«3!W""!Bft5i/195 A61K31/535 A61K33/26 A61K33/24 



A61K31/26 A61P7/06 



A61P21/00 



Selon la classification internalionale des brevets (CIB) ou a la lois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUB LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal, CHEM ABS Data, EMBASE, MEDLINE, WPI Data, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, I'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 97 33173 A (UNIV CALIFORNIA) 
12 septembre 1997 (1997-09-12) 
abrege 



1-4,6-8 



page 
page 
page 
page 
page 



1, ligne 7-23 

2, ligne 2 -page 5, ligne 15 
7, ligne 15-22 
11, ligne 32 -page 
27, ligne 12 -page 



13, 
29, 



1 igne 
1 i gne 



20 
13 



0) 



DE 297 09 820 U (NUTREND S R 
31 juillet 1997 (1997-07-31) 
page 1, ligne 28 -page 2, ligne 
exemple 1 

page 4, ligne 19-29 



1-4,6-8 



17; 



-/-- 



| )( I Voir la 



suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



a Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
'E* document anterieur, mais publie a la date de dep6t international 

ou apres cette date 
■L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
*P" document publie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a la date de priorite revendiquee 



■T" document ulterieur publie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

•Y' document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

•&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 



26 septembre 2001 



Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 



10/10/2001 



Nom et adresse postale de I* administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



A. Jakobs 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuxieme feuille) (juillet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES CO 



Demande Internationale No 

PA 00/01612 



ERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avec,le cas echeant, l indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



x,p 



WO 96 02241 A (UNIV DUKE ; HARVARD COLLEGE 
(US)) 1 fevrier 1996 (1996-02-01) 
abrege; exemple 4 

page 3, alinea 2; revendications 10,30-32 
page 5, al inea 2 

page 9, alinea 3 -page 10, alinea 1 
page 14, alinea 3 -page 15, alinea 1 

W0 99 01427 A (HRABIE JOSEPH A ;KEEFER 
LARRY K (US); GOVERNMENT OF THE UNITED 
STA) 14 janvier 1999 (1999-01-14) 
abrege 

page 27, ligne 30 -page 28, ligne 7 

WO 98 13358 A (BOGDAN CHRISTIAN ;SAAVEDRA 

JOSEPH E (US); JI XINHUA (US); US G0VER) 

2 avril 1998 (1998-04-02) 

page 1, ligne 16-29 

page 42, ligne 34 -page 43, ligne 8 

EP 0 870 763 A (0N0 PHARMACEUTICAL CO) 

14 octobre 1998 (1998-10-14) 

abrege 

page 14, ligne 1-15 

YAMADA, SHUICHI: "Effects of ATP and 
amino acid mixtures on progressive 
muscular dystrophy" 

SAPPORO IGAKU ZASSHI (1965), 27, 284-97, 

XP002131218 
abrege 

BREDT D.S.: "Endogenous nitric oxide 
synthesis: Biological functions and 
pathophysiology. " 

FREE RADICAL RESEARCH, (1999) 31/6 
(577-596). , 

XP002131219 
page 586, colonne 2, alinea 2 -page 587, 
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^ homologue. La presente invention conceme tout particulierement le traitement des dystrophies musculaires, comme la dystrophic 
^ musculaire de Duchenne ou de Becker, ou la thalassCmie ou la drepanocytose. 
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COMPOSITION PHARMACEUT I QUE COMPRENANT DU NO OU 
AU MOINS UN COMPOSE DONNEUR DE NO OU ENCORE UN COMPOSE 
CAPABLE DE LIBERER OU D 1 INDUIRE LA FORMATION DE NO DANS LES 
CELLULES . 

L 1 invention a pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant du NO ou au moins un compose 
capable de liberer ou d'induire la formation de NO dans les 
cellules, comme un donneur de NO ou un substrat de la NO 
synthase, pour re-exprimer une proteine foetale dont 
l'isoforme adulte est mutee et/ou absente. L' invention 
trouve done son inter et dans le traitement des maladies ou 
un gene adulte est defectueux ou absent. A titre d'exemple, 
l'utrophine, la forme homologue foetale de la dystrophine 
peut remplacer cette derniere dans les myopathies de 
Duchenne et de Becker. De m£me 1 ' hemoglobine foetale peut 
remplacer 1 ' hemoglogine adulte dans les cas de thalassemie 
et de drepanocytose. La presente invention est done 
remarquable en ce qu'elle permet de remplacer les methodes 
de traitement de ces pathologies proposees a ce jour par la 
voie du NO pour activer 1' expression de la proteine 
foeatle. L 1 invention se rapporte done tout particulierement 
a 1 1 utilisation de NO, d'un donneur de No ou d'un compose 
capable de liberer ou d'induire la formation de NO dans les 
cellules pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement ou a la prevention des myopathies de Duchenne et 
Becker et des thalassemies et drepanocytose. 



Les travaux realises sur la drepanocytose et la 
thalassemie ont mis en evidence que l'hydroxy-uree et le 
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butyrate sont capables de reactiver 1" expression du gene 
fcetal de 1 1 hemoglobine . Ce resultat pourrait etre explique 
par des phenomenes metaboliques communs . Le cycle de l'uree 
et le cycle de Krebs sont couples et si 1 ' hydroxy-uree 
5 interfere avec le cycle de l'uree, elle pourrait conduire a 

une retro-regulation du cycle de Krebs, ce qui entrainerait 
une plus faible consommation de 1'acetyl-CoA et ainsi la 
formation de corps cetoniques comme le beta-hydroxy- 
butyrate . 

10 Les phenomenes metaboliques associes a 

1' expression de genes fcetaux correspondent a un faible 
metabolisme oxydatif et a une forte glycolyse. Ainsi, 
1* analyse histochimique de fibres musculaires foetales a 
montre que ce sont davantage les enzymes glycolytique que 

15 les enzymes oxydatives qui sont exprimees . En outre, il a 

ete montre que le mode de secretion de 1' azote chez 

I ' embryon est plutot ammonotelique que ureotelique ce qui 
correspond a un f onctionnement ralenti du cycle de l'uree. 
Dans ces conditions, la L-arginine, qui est un substrat 

20 essentiel du cycle de l'uree, est detournee vers d 1 autres 

voies comme celles de la NO-synthase (NOS) ou de 
1 1 amidinotransf erase, conduisant ainsi a une augmentation 
des niveux d ' oxyde nitrique (NO) et de creatine chez 
1 ' embryon . 

25 La comprehension de ces phenomenes metaboliques 

ont conduit les inventeurs a reproduire cette situation 
metabolique chez des animaux adultes et dans des systemes 
de cellules en culture et ainsi de montrer que 

I I utilisation de L-arginine et de NO permettait de 
30 reactiver 1' expression de genes foetaux dans des tissus 
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adultes de fagon a restaurer la presence et la localisation 
de proteines foetales. 

Les travaux ayant conduit a la presente 
invention ont ete realises dans le but de traiter, par 
5 cette nouvelle strategie de reactivation d'un gene foetal, 

des malades atteints de myopathies de Duchenne et Becker ou 
de thalassemie et drepanocytose, mais la comprehension des 
phenomenes metaboliques rapportees ci-dessus permettent de 
les transposer aux traitement de toute maladie ou le gene 
10 adulte defectueux a un homologue foetal. 

La dystrophie musculaire de Duchenne, ci-apres 
designee DMD, est une maladie genetique lie au chromosome X 
dans laquelle on observe un manque d'une proteine du 
cytosquelette membranaire, la dystrophine, conduisant a une 
degenerescence musculaire progressive. Trois types de 
traitement de la DMD sont envisages aujourd'hui, un 
traitement pharmacologique avec des glucocorticoides , la 
transplantation de myoblastes et la therapie genique (10). 
II a aussi ete propose de compenser la perte de dystrophine 
en reactivant l'expresion de l'utrophine. En effet, il 
semble que 1 ' utrophine soit capable de realiser les memes 
fonctions cellulaires que la dystrophine et puisse ainsi 
compenser 1 • absence de dystrophine (3, 7). L'utrophine est 
observee dans les muscles a la fois chez les patients 
atteints de DMD et chez les temoins (24) . Bien que chez 
1- adulte le gene de l'utrophine ne soit pas totalement 
eteint, l'utrophine est consideree comme 1' homologue foetal 
de la dystrophine. Ce qui change chez 1' adulte est sa 
localisation : elle n'est plus trouvee dans le sarcolemme, 
30 ou elle est remplacee par la dystrophine, mais elle 
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20 



25 
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persiste dans les cellules satellites, les jonctions 
neuromusculaires et les capillaires (20) ou la NO-synthase 
(NOS) est particulierement abondante. Parmi les differentes 
isoformes de la NOS, il existe une forme specif ique du 
5 muscle, la NOS-mu, qui est une isoforme issue d'un epissage 

alternatif presentant une activite catalytique equivalente 
a celle de 1 ' isoforme neuronale (34). La NOS a ete observee 
dans le sarcolemme a la fois des fibres a contraction 
rapide et lente (17, 31) . Dans le cas des souris mdx, un 

10 modele animal de la DMD, la NOS n'est pas ancree dans le 

sarcolemme mais delocalisee a 1 ' interieur des fibres 
musculaires (5) . II a en outre ete montre recemment que la 
localisation de la NOS a ete restauree apres transfection 
du gene de la dystrophine dans les muscles des souris mdx 

15 (9) . Ce qui suggere la participation de cette enzyme ou de 

son produit dans 1' assemblage du complexe proteique present 
sous le sarcolemme. Compte-tenu de ces observations, les 
Inventeurs ont mis en evidence la possibility d'utiliser le 
NO pour re-exprimer l'utrophine, 1 ' hemoglobine foetale ou 

20 d'autres proteines f oetales . On a propose dans 1 ' art 

anterieur, l'emploi de vasodilatateurs , comme des bains 
chauds, mais l'effet du NO ou d'un compose donneur de NO 
sur la re-expression de l'utrophine et de 1 ' hemoglobine 
foetale n'a jamais ete decrit. 

25 Les travaux realises dans le cadre de la 

presente invention ont montre que dans des myotubes en 
culture, la L-arginine et les compose donneurs de NO 
augmente a la fois le niveau et la localisation membranaire 
d'utrophine. Apres injection de L-arginine dans les 

30 muscles, la localisation d'utrophine au niveau de la 
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m embrane de la fib- musculaire apparait one* I~ -u r is 
t^moins et augmente cbe Z les souris mdx (qui presentence 
faible sur- express ion naturelle) . 

Les mecanismes qui conduisent a !■ expression et 
la realisation de 1-utrophine au niveau du sarcolemme ne 
sent pas ciairs . .e NO pourrait etre capable de nitrer les 
cy rosines de certains facteurs de transcription qui sont 
pnospnoryles. ravorisant ainsi !• expression de 
X.utropnine dans les myotubes et son adressage vers la 
menbrane . one autre explication pourrait etre que le NO 
agit via la production de GMPc =« suggere par 
.eduction de son action en presence d-OOD. un inbibiteur 

^ ^.-i^e Le produits de 
selectif de la guanylate cyclase. P 

degradation de la ,-arginine pourrait ainsr controler 
X. organisation complexe des proteines sous la membrane de 

la fibre musculaire. 

L ' ARNm de 1'utrophine dans le muscle a ete 
obs erve tout au long du sarcolemme. avec une expression 
pre£ erentielle au niveau de la ionction neuror.uscula.re 

nrpcent deux molecules exprimees a la 
(14 40). Jusqu'a present, u.^u. 

unction neuromuscular. 1'agrine et Lheregulrne 
neurales, out et* identifies co-e capable d^augmenter 
res pectivement ^expression d.utropbine dans le cytoplasms 
, 1S) et les niveaux d ' ARNm de 1'utrophine ,16,. Mais la 
possibility d.ntiliser ces molecules dans le traitement de 

la DMD reste a demontrer. 

L e but de la presente invention est done 
a.offrir une nouvelle strategic de traitement de maladies 
resultant de la deficience d.un gene adulte en restaurant 
X.activite d^un gene fcatal homologue audit gene adulte. 
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Ce but est atteint grace a 1 ' utilisation de NO, 
d'un compose donneur de NO ou d'un compose capable de 
liberer, d ■ induire ou de favoriser la formation de NO dans 
les cellules pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement ou a la prevention d'une maladie resultant de la 
deficience d'un gene adulte chez un individu possedant un 
gene foetal homologue audit gene adulte grace a la re- 
expression du gene fcetale homologue lorsgu'il existe. 

La methode de traitement selon 1 ' invention peut 
etre utilisee en lieu et place par 1 ' hydroxyuree ou le 
butyrate par exemple dans le cas de thalassemie et 
drepanocytose . 

On en tend tout par compose capable de liberer 
ou d' induire la formation NO, des composes comme des 
15 donneurs de NO ou des composes capable de favoriser la 

formation de NO dans le cellules. 

Plus particulierement, 1 • invention vise 
1' utilisation de NO, d'un compose donneur de NO ou d'un 
compose capable de liberer, de favoriser ou d' induire la 
formation de NO dans les cellules pour la preparation d'un 
medicament destine a reactiver 1' expression d'au moins un 
gene foetal dans des tissus adultes de facon k restaurer la 
presence et/ou la localisation d'au moins une proteine 
fcetale . 

L' utilisation selon 1 ' invention permet de 
reactiver la situation fcetale en re-exprimant la forme 
embryonigue de la proteine codee par le gene defecteux. 
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Certains composes comme 1 ' hydroxyuree ou le 
beta-hydroxybutyrate sont toxiques ou mal toleres, aussi 
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1' invention concerne plus particulierement . a titre de 
compose capable d'induire la formation de NO, la L- 
arginine, ou ses derives comme 1 ' hydroxy- arginine ou ses 
derives bores, qui favorisent la production de NO ou la 
preservation du substrat . Dans une forme de mise en oeuvre 
preferee de 1' invention, la L-arginine est administree a 
raison de 200 mg/kg pendant 3 a 4 semaines 

Mais 1' invention concerne tres largement, 
1' utilisation des donneurs de NO ou de composes impliques 
dans des voies metaboliques permettant d'augmenter la 
production cellulaire de NO. 

II est connu que les dystrophies de Duchenne et 
de Becker sont liees a la deletion ou a la mutation d'un 
gene du chromosome X. Ainsi, la dystrophine est une 
proteine essentielle a la fonction musculaire, dont 
1- absence ou la mutation conduit a une degenerescence du 
muscle. La maladie evolue graduellement au fur et a mesure 
que le muscle degenere en raison de 1 ■ absence de 
dystrophine. La presente invention vise precisement a 
reactiver la proteine embryonnaire qu'est l'utrophine pour 
traiter ou prevenir la DMD. Les travaux realises dans le 
cadre de la presente invention ont montre que 1" injection 
d'une composition pharmaceutique comprenant du NO ou au 
moins un compose donneur de NO ou encore capable de 
liberer, de favoriser ou d'induire la formation de NO dans 
les cellules, permet d'induire 1" apparition d'utrophine au 
niveau du sarcolemme de muscles dystrophique et normaux, in 
vitro sur des cultures de myotubes. De meme in vivo, on 
observe que 1' injection d'une telle composition chez la 
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souris entraine une expression importante d'utrophine au 
niveau du sarcolemme. 

En consequence, 1 ' invention se rapporte tout 
particulierement a 1 1 utilisation de NO et/ou d'au moins un 
compose donneur de NO ou d'un capable de liberer, de 
favoriser ou d'induire la formation de NO dans les cellules 
pour la preparation d'un medicament pour re-exprimer la 
proteine foetale comme roue de secours de la proteine adulte 
def iciente. Tout particulierement, la methode de 
1 ' invention permet de reactiver 1' expression de l'utrophine 
dans des tissus adultes de fagon a restaurer la presence et 
la localisation de cette proteine au niveau du sarcolemme, 
de fagon a ce que l'utrophine remplace la dystrophine 
lorsque celle-ci est absente. 

L ' invention _ concerne done egalement une 
composition pharmaceutique comprenant du NO ou au moins un 
compose donneur de NO ou encore capable de liberer, de 
favoriser ou d'induire la formation de NO dans les 
cellules, associe dans ladite composition avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable, pour une administration per 
os, per cutannee, intraperitoneal, intraveineuse ou sous- 
cutanee . 

D'autres avantages et carac ter is tiques de 
1 1 invention apparaitront de la description qui suit 
rapportant les travaux realises dans le cadre de 
1 1 invention sur la DMD. 

La DMD (11) la plus frequente (1 gargon sur 
3 500) et la plus severe myopathie, est caracterisee par une 



PCT/FR00/01611 



WO 0<W76451 9 conduisant 

fnrce tausculaire, 
la force .^filtration 

Hnale-ent ^ (25) couvre ^ 

9rai sse,se. « * . ^ s « ae 

sur la band e , consent 1 ^ 

^^letions xntrag dans le 

le »e Proline * «' »" rge prota ine au 

dyStrOP Z X» • » * S "° Phine U au sarcole^e 

patients (18. ^ sur£ac e xe 

«i*»tte localises aS sociee a un c 

^tos^elett phi ne est ass a „ e 

au .uscle normal- * prot eines d * 

^t-^ines et . le termes angj- 

m ent a*—*- P s ' deS . et DMS . desist 
.espect.vement glycopr otexns . et ^. 

-t: IT- — 

le termes ang fi s i e mus 

-^rablement reduxtes pro teines. l a 

sent consxderab vune de s P 

•nts <* e DMD M ns via ^ domaxne PDZ 

atteints la N0 S vw le 

^ine, est assocxee ycopr otane 
^ le xe dystropHine 

Le complexe fc w *triC . ntie ndela 

cy tosc^lette ^ danS X ^ 

La dystropnxne ^ f onctionn elle de 

structure .^ostasie du calcx- 

, .trie et dans 1 l3 kb code par 

rouscle strxe autosomal de 

un transcrxt a ^ r^e et 

„ du chromosome une 
. du bras long du ide ntifie- H 

gfene souris, a ete x la 

nffle 10 cnez la sou d . bo mologie avec 

chromosome de 80 « d n 

Dr 4sentant pJ- us 95 kD (23. 

protexne pre rut ro P Une, de 

v,ine denommee ut rophxne s etend 

dys tropnxne, et i utrP ^ 

L . b omoio g ie entre derxve 

longueur sugy dY strophxne, 
toUte 1 ^-utropnine. comme la dy rmina i 

at . ra l commun. L, utr f domaxne C te 

ancestrax N _ t erminal et x 

• „ oar le domaxne N 
a actxne par 



10 



15 



20 



25 



10 



15 



20 



25 



WO 00/76451 

-"■u PC T^R00/0I612 

SSt haute -ent conserve L>ut u 

-Plexe des prot , ines Sarcolen ;7 hine eSt -o Ci , e , un 
-t ig en igueinent similaire s ou au moins 

^cal isation est J eUX d * la dystrophine> ^ 

L ^trop hine est ^ POSt -^ap tigues , 

- t o Sguelette ^ -e des mol , cuies ^ 

cyto Plasmigue du r el ." s ; abilise ie ^ maine 

- — atteint ; e ; yichoiine - 

Becker / Uts de DMD et d„ ^ 

ecxer, (une fo ec ae dystrophie 

me moms severo ^ v e 

=on serve une oertai J - * *D, et la souris 

-veau du sarcolennne ^ a e Lutroph^ au 

ccpenser ^absence de dys ' troDh . 24) ^"^t pour 

— ^ sslon du ;rr; e ut r;" hodes - — 

Phine peut on U c . SOUris - « Pen» iE de 

et 1- P-*«r»»e. du «*-«t. das DAGs, 

d * 1'utropMne sauve la La surejcpression 

-"-3. les souris «~ la souris ^ 

Ph^notype ^ n utr °Phine p res ^ 

™ B de myopathie i^ a4r . P^esentent un 

*«ci« t „ an dysCrophln - «~ I- ,c uris mdx 

- — en dystropMne ^ J" -a—t- a 

^pathie severe des musclas tr ° PlUDe ^«t„ t une 

«»'■ — sslon d . un et cardlaqM 

ae ficientes a i a * • 

Ia f °is en 



10 



15 



20 



25 



WO 00/76451 



PCT/FR00/01612 



30 



dystrophine et utrophine protege du deces at du 
developpement de tout phenotype clinique (30) . 

Au cours du developpement, 1 'utrophine est 
tr ouvee a la surface membranaire des fibres immatures chez 
les ernbryons normaux et est progressivement remplacee par 
la dystrophine, exceptee a la jonction neuromuscular ou 
elle persiste (26). Ainsi, il est possible de considerer 
1. utrophine comme 1'homologue foetal de la dystrophine (36). 
Plusieurs observations ont mis en lumiere le mecanisme cur 
gouverne le passage du gene f.tal au gene adulte. Les 
patients atteints de drepanocytose ou de thalassemia qur 
presentent un gene adulte de 1 • hemoglobine anormal ont ete 
traites avec le butyrate ou 1 • hydoxy-uree, ce qui a 
reactive le gene fatal de 1 ■ hemoglobine (32, 29, 27). H 
est possible d'escompter chez le fetus un niveau eleve de 
glycolyse (12, 6) avec un passage preferentiel de 1 ■ acetyl - 
CoA vers les voies anaboligues. La faible phosphorylation 
oxydative devrait favoriser les voies de l-acetyl-CoA vers 
les corps cetoniques . L ' accumulation consequente de beta- 
h ydroxybutyrate pourrait alors induire 1' expression des 
genes fcetaux. Comme le cycle de Krebs et le cycle de 1'uree 
sont couples, la faible phophorylation oxydative est 
correlee avec la faible production d'uree, laquelle pent 
aussi etre induite par un traitement a 1 • hydroxy-uree . Ceci 
pourrait resulte en des taux eleves de L-arginine, qux 
pourrait alors etre utilisee comme substrat de la NOS et de 
l-amidinotransf erase conduisant ainsi a la creatine. 
L .oxyde nitrique (NO) donnerait alors le signal de 
1- expression des genes frtaux, qui serait alors responsable 
des hauts niveaux de creatine observe dans 1- urine des 
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patients atteints de DMD. Les mecanismes envisages ci- 
dessus par les inventeurs, les ont conduit a tester les 
effets de la L-arginine et de composes donneurs de NO sur 
1' expression d ' utrophine . Les inventeurs ont ainsi 
demontrer que de facon remarquable chez les sour is adultes 
normales et mdx traitees chroniquement avec de la L- 
arginine, qui est un substrat de la NOS, les taux 
d' utrophine musculaires augmentaient au niveau de la 
membrane tout au long du sarcolemme. Les expereiences 
rapport ees ci-apres montre que de fagon surprenante le 
traitement par la L-arginine, des donneurs de NO, augmente 
les niveaux d' utrophine et sa localisation membranaire dans 
des cultures de myotubes normaux et mdx. Des resultats 
similaires ont ete obtenus avec 1 ' hydroxy- uree qui a servi 
de reference car il est connu que ce produit active 
1 'hemoglobine foetale. 



I - Methode . 
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1) Traitement des souris . 

Trois souris adultes de 18 mois normales 
(lignee C57 BL/6) et trois souris mdx ont regu 
quotidiennement une injection intraperitoneal de 200 mg/kg 
de L-arginine pendant trois semaines. Deux autres groupes 
de trois souris adultes ont servi de contr 61 e et ont regu 
quotidiennement une injection de serum physiologique . 

Les souris ont ete sacrifices par anesthesie a 
1 -ether, le biceps femoris et les muscles semi-tendineux 
ont ete rapidement disseques a partir des membres 
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posterieures de chaque animal et congeles dans de 1 ■ azote 
liquide. 

2) Culture cellulaire . 

Des myo tubes ont ete obtenus a partir d'une 
lignee cellulaire normale (NXLT) et une lignee cellulaire 
mdx comxne deer it par Liberona et al . (22) et les myo tubes 
C2 comme decrit par Inestrosa et al . (19). 

3 ) immunofluorescence . 

In vivo. Apres fixation avec du methanol froid 
( -20°C pendant 10 minutes), les coupes de 7 ^ ont ete 
incubees pendant deux heures avec un anticorps monoclonal 
specif ique de 1'utrophine (NCL-DRP 2, Novacastra) (1/10 
vol/vol) dans du PBS contenant 0,1% de saponine et 0,2% 
d'albumine bovine. Le second anticorps marque a la 
fluorosceine (N 1031, Amersham) a ete dilue (1/4000 
vol/vol) dans du PBS contenant 0,1% de saponine et incube 

pendant une heure . 

In vitro. Les cultures ont ete traitees comme 
decrit precedemment a 1 ' exception du second anticorps 
marque a la fluorosceine qui a ete dilue a 1/100 vol/vol. 
La duree d- incubation a ete de 2 heures pour le premier et 
• le second anticorps . 

4) immunoblotting . 

Les myotubes obtenus a partir des lignees NXLT, 
XLT et C2 ont ete homogeneises avec un Polytron 
(Kinematica) dans 10 mM Tris-HCl P H 6,8, 1% Triton X-100, 
1% SDS, 0,5% deoxycholate de sodium sur glace. La quantite 
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de proteines totales a ete determinee par le protocole du 
test proteique a l'acide bicinchoninique (BCA; Pierce). Des 
quantites equivalentes de proteine ont ete separees par 
SDS-Page sur un gel a 5%, puis electrotransf erer sur une 
5 membrane de nitrocellulose (Schleicher & Schuell) . Les 

membranes ont ensuite ete incubees avec le meme anticorps 
monoclonal dirige contre l'utrophine utilise pour les 
techniques d ' immunofluorescence (1/250 vol/vol). Les 
anticorps fixes ont ete detectes avec un anticorps 
10 secondaire de chevre anti-souris de Sanofi (1/5000 vol/vol) 

lies a la peroxydase de raifort et reveles par reaction de 
chimeluminescente (ECL , Amersham Pharmacie Biotech) . 

II - Resultats . 

15 11 sera fait reference dans les resultats qui 

suivent aux illustrations en annexe dans lesquels : 

- La figure 1 represente 1" apparition de 
l'utrophine sous le sarcolemme de souris adultes normales 
et mdx traitees chroniquement avec la L-arginine 

20 (grossissement X 300). La figure 1 montre 

1 ' immunolocalisation de l'utrophine sur la membrane des 
muscles des souris normales et mdx traitees a la L- 
arginine. (a) contr61e correspondant aux souris normales 
ayant regu une injection de serum physiologique ; pas 

25 d'utrophine observee au niveau du sarcolemme. (b) souris 

normales traitees a la L-arginine : on observe l'utrophine 
sous le sarcolemme. (c) controle correspondant au souris 
mdx ayant regu une injection de serum physiologique : de 
l'utrophine est visible au niveau du sarcolemme. (d) souris 
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mdx ayant recu de la L-arginine : augmentation des niveaux 
d'utrophine sous le sarcolemme. 

La figure 2 represente la variation 
d'utrophine dans les myotubes apres traitement impliquant 
5 l'oxyde nitrique (NO) (grossissement X 300). A, a-h : 

lignee cellulaire normale (NXTL) . B, a • -h ' : lignee 
cellulaire mdx (XLT) . Les cultures cellulaires ont ete 
traitees par exposition des myotubes differencies aux 
drogues pendant 48 heures. A, a ■ : cultures contrdles . B, 
10 b' : L-arginine (2.10" 3 M) . c, C : SIN-1 (10" 3 M) . d, d' : 

SIN-1 (10" 3 M) + L-arginine (10" 3 M).e, e' : D-arginine 
(10" 3 M).f, f : L-arginine (10" 3 M) + OQD (10" 5 M) . g, g' : 
L-NMMA (10" 3 M) . h, h' : hydroxyuree (10* 4 M) . 

- La figure 3 represente 1 ' augmentation des 
15 niveaux d'utrophine dans les myotubes NXLT, XLT et C2 par 

1- action de la L-arginine. Les analyses en immunoblot de 
l'utrophine ont ete realisees sous des conditions de 
controle (CTRL) et apres 48 heurs de traitement avec 
2.10" 3 M de L-arginine (L-arg) . 
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Les souris adultes ayant regu une injection 
intraperitoneale de L-arginine pendant trois semaines ont 
ete sacrifices. Apres sacrifice, les muscles de la cuisse 
ont ete preparees par immunocytochimie . Apres ce 
traitement, l'utrophine a ete revelee au dessous du 
sarcolemme dans les fibres musculaires des souris normales 
comme montre sur la figure la. Le traitement avec la L- 
arginine des souris mdx a augmente le niveau d'utrophine 
deja present dans le sarcolemme (35, 21). A la fois dans 
les souris normales et mdx, 1 ' immunomarquage couvre le 
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sarcolemme et est present sur une partie du tissu 
inters titiel . Ce marquage est probablement du a l'utrophine 
exprime par les capillaires et les cellules satellites. 

Cet effet de 1 ' arginine a ensuite ete etudie 
5 sur des myotubes en culture qui sont plus adaptes pour une 

application direct des drogues et qui evitent 
1 1 interference avec de l'utophine non inusculaire. Les 
myotubes NXLT et XLT des souris normales et mdx, 
respectivement, ont ete utilises dans des tests 

10 immunochimiques des effets de la L-arginine et du NO sur 

l'expression d'utrophine. Apres 48 heures de traitement, le 
marquage de l'utrophine a augmente lorsque 1 1 on a augmente 
la synthese de NO endogene via un exces de L-arginine et 
lorsque 1 1 on a applique le SIN-1 corame montre sur la figure 

15 2. L'utrophine a ete co-localisee avec les larges amas de 

recepteurs a 1 1 acetylcholine presents sur les myotubes 
attestant qu 1 une partie du marquage est membranaire (non 
illustre en annexe). L ' augmentation du marquage de 
l'utrophine a ete aussi observe a un plus faible degre sur 

20 les cellules de myotubes C2 de souris et les myotubes 

primaires de rat. L ' application cumulee de SIN-1 et de L- 
arginine augmente encore le marquage de l'utrophine comme 
montre sur la figure 2. L' absence d' effet de la D-arginine 
rapporte sur la figure 2 demontre 1 ' implication du NO dans 

25 la methode de 1' invention. Le niveau basal d'utrophine en 

1' absence d'activite de NO-synthetase de la figure 2 a ete 
obtenu apres application de N°-methyl-L-arginine (L-NMMA) , 
qui est un inhibiteur des NOS. II est largement admis que 
les effets intracellulaires du NO sont medies a travers 

30 1' activation de la guanylate cyclase soluble .La synthese 
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d'utrophine induite par le NO a ete inhibee en presence de 
ODQ (13), qui est un antagoniste specif ique de la guanylate 
cyclase comme montre sur la figure 2. La figure 2 montre 
£gaiement que 1 1 hydroxy-uree utilisee par analogie avec le 
traitement de la thalassemie, augmente egalement de facon 
remarquable le marquage de l'utrophine. Cet effet resulte 
probablement d'une action sur 1' expression de l'utrophine. 

Afin de completer 1 1 analyse de 1* effet de la 
production de NO sur 1 ■ expression d'utrophine chez les 
souris normales et mdx, les inventeurs on extraits les 
proteines des cultures de myotubes traitees ou non avec la 
L-arginine dans les memes conditions que precedemment . Les 
western-blots de la figure 3 montrent une augmentation 
claire de l'utrophine dans les deux types de lignees 
cellulaires, confirmant ainsi les donnees 
immunocytochimiques . Cette augmentation en utrophine apres 
traitement par la L-arginine a ete confirmee dans une 
lignee cellulaire de myotubes C2 (figure 3). 
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REVINDICATIONS 



1) Utilisation de NO, d'un compose - donneur de 
NO ou d'un compose capable de liberer, de favoriser ou 
d'induire la formation de NO dans les cellules pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement ou a la 
prevention d'une maladie resultant de la deficience d'un 
g^ne adulte chez un individu par la re-expression dudit 
gene foetale homologue. 



2) Utilisation de NO ou d'un compose donneur de 
No ou encore capable de liberer, de favoriser ou d'induire 
la formation de NO dans les cellules selon la revendication 
1, caracterise en ce que ledit medicament est destine a 
15 reactiver 1' expression d'au moins un gene foetal dans des 

tissus adultes de fagon a restaurer la presence et/ou la 
localisation d'au moins une proteine foetale. 



3) Utilisation selon 1 ' une quelconque des 
20 revendication 1 ou 2 , caracterisee en ce que le gene foetal 

code pour la forme embryonnaire de la proteine codee par le 
gene defectueux. 



4) Utilisation selon 1 1 une quelconque des 
25 revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le compose 

capable d'induire la formation de NO est la L-arginine, ou 
un de ses derives constituant un substrat de la NO-synthase 
ou favorisant la disponibilite du substrat. 
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5) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications precedentes , caracterisees en ce que le gene 
defecteux est le gene de la dystrophine et le gene foetal 
est le gene de 1 ' utrophine • 

6) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisees en ce que le gene 
defecteux est le gene de 1 'hemoglobine et le gene fcetal est 
le gene de 1 ' hemoglobine foetale. 

7) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisee en ce que la 
maladie resultant de la deficience d'un gene adulte est une 
dystrophie musculaire, comme la dystrophie musculaire de 
Duchenne ou de Becker, ou la thalassemie ou la 
drepanocytose . 

8) Composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle comprend du NO et/ou au mo ins un donneur de NO, 
ou encore compose capable de liberer, de favor iser ou 
d'induire la formation de NO dans les cellules, associe 
dans ladite composition avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable . 



25 




WO 00/76451 1 /9 




PCT/FR00/01612 



Fig. 1 



WO 00/76451 




PCT/FR00/01612 



F i g , 1 Suite 



^ / q PCT/FR00/01612 
WO 00/76451 3 f V 



Z i n 0 £ M V ! T 



WO 00/76451 




PCT/FR00/01612 



WO 00/76451 c / Q PCT/FR00/01612 



Fig. 2 A NX LT Suits 



WO 00/76451 




PCT/FROO/01612 



F i g . 2 B XLT 




WO 00/76451 7 /9 




PCT/FR00/01612 



Fi 3-2 3 XLT Suite 



WO 00/76451 8 / 9 PCT/FR00/01612 



Fig. 2 B XLT Suite 



WO 00/76451 




PCT/FR00/01612 




i 



